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ELECTROCHEMICAL AND CALORIMETRIC INVESTIGATION OF INTERACTION OF NOVEL BISCATIONIC 
ANTICANCER AGENTS WITH DNA. Biscationic amidines bind in the DNA minor groove and present biological activity against 
a range of infectious diseases. Two new biscationic compounds (bis-α,ω-S-thioureido, amino and sulfide analogues) were synthesized 
in good yields and fully characterized, and their interaction with DNA was also investigated. Isothermal titration calorimetry (ITC) 
was used to measure the thermodynamic properties of binding interactions between DNA and these ligands. A double stranded calf 
thymus DNA immobilized on an electrode surface was used to study the possible DNA-interacting abilities of these compounds 
towards dsDNA in situ. A remarkable interaction of these compounds with DNA was demonstrated and their potential application 
as anticancer agents was furthered.
Keywords: biscationic compounds and interaction with DNA; isothermal titration calorimetry; electrochemical biosensor.
INTRODUÇÃO
O câncer é uma das doenças que mais causam temor na sociedade, 
por ter se tornado estigma de mortalidade e dor.1-3 Na verdade, a pala-
vra câncer refere-se ao termo neoplasia, especificamente aos tumores 
malignos, doença caracterizada pelo crescimento descontrolado de 
células transformadas;1 o termo câncer é utilizado genericamente 
para representar um conjunto de mais de 100 doenças.1,2 Na verdade, 
quase todos os organismos multicelulares podem ser afetados pelo 
câncer, inclusive lesões cancerosas foram encontradas em fósseis de 
dinossauros e em múmias do Egito Antigo.4,5
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer é a 
segunda maior causa de mortalidade em todo mundo, atrás apenas das 
doenças de origem cardiovascular.6 Em 2008, a Agência Internacional 
para Pesquisa em Câncer (IARC/OMS) estimou que ocorreram 12,4 
milhões de casos novos e 7,6 milhões de óbitos por câncer no mundo, 
e a OMS prevê que 84 milhões de pessoas devem morrer de câncer 
entre 2005 e 2015.7 Cerca de 1,5 milhão de casos de câncer são diag-
nosticados anualmente só nos EUA, e os médicos e pesquisadores do 
país estão engajados numa “guerra contra o câncer”.6,7 
No Brasil, o câncer apresenta-se como a segunda maior causa 
de morte nos últimos anos; as estimativas do Instituto Nacional de 
Câncer (INCA) apontam que, até o final de 2008, ocorreram mais de 
470 mil novos casos de câncer, número maior do que o de pessoas 
infectadas pelo vírus da AIDS nos últimos 25 anos, por exemplo. As 
estimativas para 2010 são válidas, também, para 2011 e apontam a 
ocorrência de 489.270 novos casos de câncer. Os tipos mais incidentes 
de câncer, à exceção do câncer de pele do tipo não melanoma, serão 
os de próstata e de pulmão, no sexo masculino, e os de mama e colo 
do útero, no sexo feminino.1,8
Embora nenhum medicamento ou tratamento definitivo contra o 
câncer tenha ainda sido encontrado, tem-se obtido grande progresso 
na compreensão das causas do câncer, no desenvolvimento de tra-
tamentos efetivos e de novos quimioterápicos, na área de Medicina 
Oncológica.9 O tratamento do câncer varia de acordo com o tipo e 
a gravidade da doença, podendo ser usado cirurgia, radioterapia, 
quimioterapia ou, ainda, a combinação dessas técnicas. A quimio-
terapia antineoplásica ou antiblástica é o método (geralmente por 
via oral ou intravenosa) que utiliza compostos químicos (agentes 
quimioterápicos). O objetivo primário da quimioterapia é destruir 
as células neoplásicas, preservando as normais, porém a maioria 
dos agentes quimioterápicos atua de forma não específica, lesando 
tanto células malignas quanto normais, particularmente as células 
de rápido crescimento como as gastrointestinais, capilares e as do 
sistema imunológico. Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais 
da quimioterapia: náuseas, perda de cabelo e suscetibilidade maior 
às infecções,9-11 todavia, o corpo recupera-se destes inconvenientes 
após o tratamento e o uso clínico desses fármacos exige que os 
benefícios sejam confrontados com a toxicidade, na procura de um 
índice terapêutico favorável.9,12 Foram descritos vários alvos de ação 
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para os agentes antineoplásicos e, em muitos deles, o mecanismo de 
ação está relacionado ao DNA (Figura 1).3,12-15 
O DNA continua sendo considerado um alvo importante na busca 
de agentes quimioterápicos, desde que compostos mais seletivos 
e menos tóxicos vêm sendo preparados e investigados visando os 
receptores moleculares, como moléculas DNA-reativas.3,15 Dentre os 
agentes antineoplásicos que apresentam interação com o DNA (Figura 
1), destacam-se os agentes alquilantes, principalmente as mostardas 
nitrogenadas, como a mecloretamina (Mustargen®) (Figura 2) que são 
antineoplásicos pioneiros,16 os mais estudados e ainda usados na atu-
alidade, como os fármacos Melphalan®, Bendamustina (Ribomustin®, 
Treanda®), a ciclofosfamida (ou Cytofosfan, Endoxan®, Cytoxan®, 
Neosar®, Procytox®, Revimmune®) e o clorambucil (Leukeran®), 
também derivados da mecloretamina.3,8,14,15 
É digno de nota que estes agentes serviram de compostos-modelo 
para o planejamento racional de análogos com potencial atividade 
antineoplásica, como realizado por Cohen e colaboradores e por 
Stark e Meadows,17,18 que estudaram derivados mistos espermidina-
-clorambucil (Figura 1Sa, material suplementar). Prakash e colabora-
dores também estudaram derivados mistos intercalantes-clorambucil 
(Figura 1Sb, material suplementar),19 todos com alta potencialidade 
como agentes antineoplásicos. Pode-se notar que nestes casos 
ocorre o efeito sinérgico da parte alquilante (N-CH2-CH2Cl) com 
a outra parte adicionada: no primeiro caso (Figura 1Sa) os grupos 
amino da parte espermidínica estão protonados e geram interações 
eletrostáticas com o DNA; no segundo caso (Figura 1Sb) os anéis 
heteroaromáticos devem adentrar na fenda do DNA por intercalação, 
gerando interações lipofílicas secundárias, que acentuam a atividade 
farmacológica potencial. Cabe ressaltar que o DNA apresenta dois 
alvos principais para interação com outras moléculas: a fenda maior 
e a fenda menor. Enquanto a fenda maior possui maior chance de 
interação com moléculas proteicas através de ligações de hidrogênio 
ou interações hidrofóbicas, a fenda menor (10 A), com a metade da 
largura da fenda maior, geralmente pode interagir com moléculas de 
menor tamanho (< 1000 Da). Os ligantes da fenda menor podem inibir 
a condensação de cromatina e alterar a expressão gênica, modificando 
o ciclo celular. Vários destes ligantes são derivados amidínicos que 
reconhecem sequências A/T na fenda menor (berenil e neptrosina 
(Figura 2S, material suplementar), DAPI, estilbamidina, pentamidina, 
distamicina e outras). Algumas poliamidas e diamidinas sintéticas 
que se ligam à fenda menor interferem com a interação de proteínas 
em regiões ricas em sequências A/T do DNA satelital. Alguns destes 
ligantes se ligam de modo reversível ao DNA, enquanto outros indu-
zem alterações irreversíveis (como, por exemplo, alquilação do N3 da 
adenina).20 Destaca-se que podem surgir fenômenos de resistência ao 
tratamento de neoplasias com uso de agentes antineoplásicos comuns 
na clínica médica oncológica e que são ligantes da fenda maior, como 
a cisplatina; para atenuar esta resistência pode-se então usar um se-
gundo tratamento, que pode ser feito com ligantes na fenda menor.21
Estudos têm mostrado que alguns fármacos, como compostos 
biscatiônicos conhecidos como bis-amidinas, são conformacional-
mente côncavos e apresentam conformações, ditas iso-hélicas, com a 
complementaridade adequada para a ocorrência de interações (isohe-
licity concept) e interagem com a forma convexa do DNA,22 levando 
a interações seletivas, possibilitando o desenvolvimento de fármacos 
de alta potência. Incluem-se nessa classe de ligantes à fenda menor do 
DNA algumas moléculas pequenas, que apresentam seletividade por 
regiões A/T, como o berenil e o Hoechst 33258 (Figura 2S, material 
suplementar).23-25 Existem diversos estudos sobre a interação com 
o DNA e atividades biológicas de fármacos, como a distamicina 
e netropsina (Figura 2S, material suplementar). A netropsina foi o 
Figura 1. Classes de agentes DNA-interativos e suas interações moleculares com DNA. a) Linha do tempo para a descoberta e evolução de agentes DNA-
-interativos até o presente. b) Ilustração dos tipos de modificação que podem se formar no DNA, incluindo ligações cruzadas, intercalação, clivagem da fita 
do DNA e moléculas leitoras de códigos genéticos. A hélice do DNA é também mostrada associada com proteínas, como a topoisomerase II, e com estruturas 
secundárias do DNA (guanina-quádrupla). c) Detalhes dos modelos, mostrando os diferentes tipos de modificação do DNA. Adaptada da ref. 14
Figura 2. Estruturas de mostardas nitrogenadas usadas como agentes qui-
mioterápicos antineoplásicos
da Silva et al.1320 Quim. Nova
primeiro composto identificado como ligante da fenda menor (minor 
groove binders, MGBs) e sua energia de interação com o DNA é da 
ordem de 10-12 Kcal mol-1. Apresenta uma elevada especificidade 
na interação com o DNA, em especial na ligação com o B-DNA, a 
conformação mais comum do DNA e que apresenta a hélice mais 
alongada.24,26,27
Cabe ressaltar que moléculas que apresentam interações es-
pecíficas com a fenda menor do DNA têm despertado interesse 
como potenciais agentes terapêuticos em uma variedade de doenças 
humanas, além de câncer, como se pode verificar em artigos de 
revisão importantes.14,20-22,25,26 Porém, verifica-se na literatura que 
ainda não foram estudados agentes antineoplásicos mistos do tipo 
alquilantes-bisamidinas, que apresentam interação eletrostática forte 
e específica com o DNA, sem o efeito colateral da ação não seletiva 
dos agentes alquilantes. Este artigo focou especificamente da inves-
tigação da interação com o DNA de grupos funcionais dicatiônicos 
(S-tioureídos) análogos à amidina, derivados que foram planejados 
com base em modificações estruturais de antitumorais conhecidos 
e usados clinicamente, como a mecloretamina, visando gerar novos 
fármacos antineoplásicos mais potentes e menos tóxicos.
PARTE EXPERIMENTAL
Os espectros de absorção na região do infravermelho foram 
obtidos num espectrômetro interferométrico Mattson Instruments 
Galaxy 3000, na faixa de 400 a 4000 cm-1. Os espectros em filme 
líquido foram obtidos utilizando-se janelas de NaCl ou celas de NaCl 
de 0,025 mm de espessura e para sólidos os espectros foram obtidos 
na forma de pastilhas de KBr.
A determinação dos espectros de ressonância magnética nuclear 
de hidrogênio (RMN de 1H) e de carbono-13 (RMN de 13C) foi rea-
lizada nos espectrofotômetros Bruker 200 e 400 MHz. Os desloca-
mentos químicos são relatados em partes por milhão (d) em relação 
ao tetrametilsilano (TMS), usado como padrão interno. Os solventes 
utilizados foram água deuterada, deuteroclorofórmio (CDCl3) e o 
dimetilsulfóxido (DMSO). Os pontos de fusão foram determinados 
em aparelho Fisher-Jons, sem correção.
As análises por espectrometria de massas (EM) foram realizadas 
em cromatógrafo gasoso Shimadzu GC-17-A acoplado a espectrô-
metro de massas Shimadzu GCMS-QP5050A, do Departamento de 
Química da UFMG; coluna DB-1 (J & W Scientific), comprimento 
30 m, DI: 0,25 mm; espessura do filme 0,25 mm, série 7513112S. 
Temperaturas de injetor e detector: 250 e 280 oC, respectivamente; 
temperatura inicial 80 oC por 5 min e aquecimento de 10 oC min-1 até 
250 oC; impacto de 70 eV. 
Procedimentos para preparação dos compostos 
Os compostos 2 e 3 foram preparados a partir dos di-haletos 
correspondentes 1 (preparado como descrito a seguir) (Figura 3) e 
mecloretamina (obtida comercialmente através da Sigma-Aldrich®). 
Todos os compostos foram caracterizados em alta pureza e analisados 
pelas técnicas espectrométricas usuais.
1,7-di-cloro-4-tia-heptano (1)28
A um balão de fundo redondo, sob agitação magnética à tem-
peratura ambiente, adicionou-se 1-bromo-3-cloropropano (20,0 g; 
127,0 mmol) e etanol (110 mL). A esta solução, adicionou-se uma 
solução de sulfeto de sódio nona-hidratado (18,3 g; 76,0 mmol em 40 
mL de água), adaptou-se um condensador de refluxo e a mistura foi 
aquecida em banho de óleo, sob agitação magnética e aquecimento 
a 60 oC, por 5 h. Após resfriamento, o solvente foi removido sob 
pressão reduzida em evaporador rotativo e realizada a extração desse 
produto com clorofórmio (3 x 50,0 mL) e secagem com sulfato de 
sódio anidro obtendo-se, após filtração e evaporação do solvente, 8,5 
g de um líquido amarelo; os dados do espectro de massas revelaram 
que se tratava de uma mistura de cerca de 10% (análise das alturas 
relativas e dos picos referentes a 81Br37Cl/ 79Br35Cl) de 1-bromo-7-
-cloro-4-tia-heptano (1a) e 90% (análise das alturas relativas e dos 
picos referentes a 37Cl37Cl/ 35Cl35Cl) de 1,7-dicloro-4-tia-heptano (1). 
Após destilação sob pressão reduzida (108-109 oC/3 mm de Hg), 
obteve-se 7,65 g de 1 (41 mmol; 65% de rendimento; 2:1 mol/mol 
dihaleto-sulfeto de sódio, respectivamente). IV (filme NaCl, cm-1) 
vmax 2930, 1440, 1270, 840, 770; RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) 
d 3,78 (t, 4H, J = 6,8 Hz); 3,51 (t, 4H, J = 6,8 Hz); 2,62 (m, 4H, J = 
6,8 Hz); RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) d 43,3 (C-1); 32,1 (C-3); 
28,7 (C-2); EM m/z: [M+]: 186 (8,0%, 35Cl35Cl)/ 188 (5,3%, 37Cl35Cl), 
[M+- C3H7ClS]:110 (25%, 35Cl)/112 (8,3%; 37Cl).
1,7-bis-(2-isotioureído)-4-tia-heptano (2)
A um balão de fundo redondo, adicionou-se 1,7-di-halo-tio-hepta-
no 1 (2,00 g; 11 mmol), etanol (15 mL) e tiouréia (1,60 g; 22 mmol), 
adaptou-se um condensador de refluxo fechado com tubo dessecador 
contendo cloreto de cálcio. Essa mistura foi aquecida em banho de 
óleo e mantida sob agitação magnética e aquecimento a 60 oC por 24 
h. Após resfriamento, com um bastão de vidro, fez-se uma pequena 
fricção no fundo do balão, para iniciar a cristalização de tiouréia 
residual que, usualmente, se precipita por completo, após 15 min no 
freezer. Formaram-se, assim, duas fases: uma sólida e uma líquida, 
ambas analisadas por CCD (eluente metanol a 40% (v/v) em acetato 
de etila, e revelador iodo; o produto desejado estava na fase líquida. 
Em seguida, fez-se uma filtração, o líquido foi levado ao evaporador 
rotatório sob pressão reduzida para retirada da maior parte do solvente 
e, após cristalização no freezer por uma noite, filtração e secagem sob 
baixa pressão, obteve-se um sólido rosa 2 (2,87 g, 8,5 mmol; 79% de 
rendimento). P.F. = 155,0-157,0 ºC. IV (filme KBr, cm-1) v max 3000, 
1630, 1530, 1400, 1250; RMN de 1H (200 MHz, D2O): d 8,4 (s, NH, 
8H); 3,1 (t, 4H, J = 7,0 Hz); 2,6 (t, 4H, J = 6,4 Hz); 1,9 (m, 4H, J = 
6,7 Hz); RMN de 13C (50 MHz, D2O): d 171,6 (C-1’); 29,8 (C-1); 
29,5 (C-3); 27,9 (C-2).
N-metil-1,5-bis-(2-isotioureído)-3-aza-pentano (3)29
O composto 3 foi sintetizado empregando-se o mesmo proce-
dimento descrito para a síntese de 2. Fez-se reagir mecloretamina 
(0,5 g; 2,6 mmol), tiouréia (0,4 g; 5,2 mmol) em etanol (40 mL). 
Houve precipitação de um sólido amarelado cristalino, que foi 
filtrado sob baixa pressão e secado no dessecador, obtendo-se 0,72 
g de 3 (2,0 mmol; 80% de rendimento). P.F.= 166,0-168,0 ºC. IV 
(filme KBr, cm-1) v max 3000, 1630, 1520, 1420, 1250; 910; RMN de 
1H (400 MHz, DMSO): d 9,4 (s, NH, 8H); 3,7 (s, 4H); 3,4 (s, 4H); 
2,8 (s, 4H); RMN de 13C (100 MHz, DMSO): d 168,8 (C-1’); 53,5 
(C-1); 40,1 (C-2 e C-2’).
Figura 3. Estruturas dos compostos 1,7-di-cloro-4-tia-heptano (1), 1,7-bis-(2-
-isotioureído)-4-tia-heptano (2) e N-metil-1,5-bis-(2-isotioureído)-3-aza-
-pentano (3) 
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Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
As análises por DSC foram realizadas no microcalorímetro VP-
DSC Microcal. Usou-se o programa Origin-DSC 5.0 (Microcal) para 
tratamento matemático dos dados. As soluções do DNA (dodecâmero 
d(CGCGAATTCGCG) do DNA (0,3 mM) (Oswel 2979) e dos res-
pectivos ligantes foram preparadas em água desionizada em pH 7,0, 
contendo 10 mM de cacodilato de sódio, 5 mM de NaCl e 0.1 mM 
EDTA; a concentração final de DNA, medida espectroscopicamente, 
foi 0,33mM. 
As amostras foram degaseadas por 40 min em equipamento 
conectado a bomba de vácuo e, a seguir, introduzidas no microcalo-
rímetro e adicionou-se 0,7 mL da solução a ser analisada na célula 
do DSC. Estas amostras foram, então, submetidas à varredura de 
temperatura, utilizando a solução tampão como referência, na faixa 
de temperatura de 25-100 oC, com taxa de varredura 30,0 ± 0,1 oC/h 
e pressão de 25,0 ± 0,5 psi. A solução tampão foi escaneada para 
obtenção da linha base e para posterior subtração da linha base das 
amostras.
Titulação calorimétrica isotérmica (ITC - Isothermal Titration 
Calorimetry) 
As análises por ITC foram feitas a 22 oC em aparato de microcalo-
rimetria MycroCal VPITC (Microcal, Northampton, MA). Usou-se o 
programa Origin-DSC 5.0 (Microcal) para tratamento matemático dos 
dados. Foram titulados 1,5 mL de dodecâmero d(CGCGAATTCGCG) 
do DNA (0,3 mM) (Oswel 2979), rotação de 400 rpm e adição das 
amostras a serem analisadas nas concentrações de 2 a 3 mM (50 inje-
ções de 5 mL). Estas soluções foram preparadas em água desionizada 
em pH 7,0, contendo 10 mM de cacodilato e 5 mM de NaCl. O tempo 
de injeção foi 12 s e o tempo de decaimento ajustado em 4 min. Os 
picos produzidos durante a titulação foram convertidos em calor pela 
injeção e integração, a correção do volume da célula e concentração 
da amostra. Através da técnica de ITC podem-se obter diretamente 
os parâmetros de afinidade de interação (KB), entalpia (ΔH) e este-
quiometria (n) da interação entre as espécies em solução. A partir 
destas medidas iniciais obtêm-se dados de variações de energia de 
Gibbs (ΔG) e de entropia (ΔS), que podem ser determinadas através 
da equação ΔG = -RTlnKB = ΔH-TΔS (R: constante dos gases e T: 
temperatura absoluta, K).
Eletrodo modificado de DNA
Os voltamogramas e os experimentos de voltametria cíclica 
foram realizados utilizando um potenciostato Autolab PGSTAT 20, 
em meio prótico (tampão acetato pH 4,5), em sistema de três eletro-
dos: de carbono vítreo (BAS, diâmetro 3,0 mm) como eletrodo de 
trabalho; de platina, como auxiliar e como eletrodo de referência Ag/
AgCl,Cl- (0,1 mol L-1), em um tubo capilar de Luggin com vycor na 
extremidade. A análise e o tratamento dos dados foram realizados a 
partir de gráficos obtidos nos experimentos e tratados com o auxílio 
do programa Origin 6.0. 
Preparo do gel de DNA: o gel de dsDNA (timo de terneiro) foi 
preparado pela dissolução de 18,75 mg do mesmo em 1 mL de tampão 
acetato (pH 4,5) em um tubo eppendorf. O gel foi armazenado a 4 oC 
por 24 h para homogeneização e para evitar a degradação pelo calor. 
Incorporaram-se, na superfície do eletrodo de trabalho, 50 mL 
do gel de DNA, recobrindo toda a superfície do eletrodo de carbono 
vítreo. Após 24 h de secagem do gel, adicionaram-se 50 mL da so-
lução a ser analisada mais tampão pH 4,5 (canalyte = 1 g L-1), por 
cima do gel seco, deixando-se secar por mais 24 h. Esse eletrodo 
modificado foi então imerso na cela eletroquímica contendo 5 mL 
do tampão pH 4,5, para realização de experimentos de voltametria 
de pulso diferencial (VPD), utilizado um potenciostato Autolab 
PGSTAT-30 da Echo Chemie acoplado a um computador operando 
com o programa GPES 4.9. 
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
Com os derivados 1, 2 e 3 (Figura 3), obtidos por via sintética, 
utilizou-se primeiramente a técnica de calorimetria diferencial de var-
redura (DSC) como uma investigação preliminar da possível interação 
com o DNA e posterior aplicabilidade como agentes antitumorais. 
Estudou-se a interação dos compostos 1, 2 e 3 com o DNA e a capa-
cidade calorífica dessa interação. Na Figura 4, estão representados 
os termogramas das interações dos compostos com o DNA, e seus 
respectivos Tm (temperatura na qual metade das moléculas DNA está 
50% desenovelada, ou desnaturada, e 50% nativa). Os três derivados 
apresentaram interações irreversíveis características com o DNA: o 
sistema DNA mais derivados amidínicos, bioisostéricos ao grupo 
S-tioureído apresentam transformações térmicas irreversíveis. Os 
compostos 1, 2 e 3 aumentaram o Tm do DNA (Figura 4), indicando a 
estabilização da forma enovelada do DNA. Dentre os três compostos 
estudados, o derivado di-haleto 1 foi o que apresentou maior interação 
com o DNA, dado o maior valor de Tm obtido.
Titulação calorimétrica isotérmica (ITC) 
A titulação calorimétrica isotérmica (ITC) é uma técnica utili-
zada para estudar as interações proteína-DNA, DNA-surfactante, 
antígeno-anticorpo, enzima-substrato e o efeito transcricional de 
pequenas moléculas reguladoras.30,31 É muito utilizada no estudo de 
processos por complexometria, tendo como fundamento a medida 
do fluxo de calor envolvido na reação.32,33 Efetua-se uma titulação 
microcalorimétrica para medir a extensão da interação (ou ligação) 
de uma molécula (componente A) que é adicionada em quantida-
des e concentrações definidas a outra molécula (componente B), 
medindo-se o calor gerado.31,34 É uma técnica em que a constante de 
ligação (Kb), energia livre de ligação de Gibbs (ΔG), entalpia (ΔH) 
e entropia (ΔS) podem ser determinadas diretamente e com alta pre-
cisão, a partir de um único experimento. ITC tem encontrado ampla 
aplicação no estudo de sistemas biológicos, devido à caracterização 
termodinâmica completa.34,35
Figura 4. Termogramas do DNA e da interação dos compostos 1, 2 e 3 com 
o DNA; do lado esquerdo de cada termograma o respectivo Tm (temperatura 
na qual metade das moléculas se encontra 50% desenovelada e 50% nativa)
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Os parâmetros termodinâmicos da ligação dos compostos 
amidínicos com o DNA foram investigados por meio da titulação 
calorimétrica isotérmica. Na Figura 3S (material suplementar) estão 
representados os gráficos dos estudos microcalorimétricos por ITC 
da interação entre 2 e 3 com o dodecâmero sintético do DNA – 
d(CGCGAATTCGCG); os resultados dos estudos da interação de 1 
com o DNA, todavia, não foram conclusivos. Cada pico associado 
ao calor de uma única injeção e os calores de injeção foram corrigi-
dos pela subtração das diluições. Nos gráficos inferiores da Figura 
3S (material suplementar), as injeções corrigidas foram analisadas 
juntamente com as taxas molares e, nos gráficos superiores, têm-se os 
dados experimentais dos calores de injeção. Algumas características 
importantes das amidinas estudadas foram obtidas a partir dos dados 
de ITC, assim como os parâmetros termodinâmicos da ligação da 
amidina-DNA. Os dois compostos estudados apresentavam grupos 
funcionais amidínicos, bioisostéricos ligados ao grupo S-tioureído; 2 
é um derivado S-tioureído e o composto 3, análogo da mecloretamina, 
apresentou N-Me no lugar do átomo de enxofre. Os dois derivados 
biscatiônicos apresentaram uma interação exotérmica. O composto 3 
apresentou estequiometria 1:1 para um sítio do DNA, o que evidencia 
a interação com uma fita do DNA, com alta constante de formação 
KB: (4,7 ± 1,7) x 105. Os parâmetros termodinâmicos obtidos para 
esta interação foram: constantes de formação (KB): (4,7 ± 1,7) x 105; 
entalpia (ΔH): - (1286 ± 75) cal mol-1 e entropia (ΔS): 21,6 cal molK-1. 
Entretanto, para o composto 2, os resultados foram muito dispersos e 
nota-se uma interação muito fraca (Figura 3S, material suplementar), 
no caso do composto 1, estes resultados foram ainda mais dispersos 
e inconclusivos. Comparativamente, pode-se concluir que a presença 
da parte N-Me, em 3, foi fundamental para a interação com o DNA. O 
outro derivado S-tioureído sulfeto 2 apresenta três grupos metilênicos 
entre os grupos S-tioureído, conferindo maior liberdade rotacional 
e certamente menor seletividade para interação com o DNA. Os 
resultados obtidos com esses compostos são compatíveis com o es-
perado para interação eletrostática de ligantes amínicos com DNA.36 
Contudo, é necessário o uso de outra técnica para melhor avaliação 
da interação do composto 2 com o DNA. 
A partir da análise dos termogramas da interação entre os 
compostos estudados e o DNA (Figura 4), nota-se que todos os 
compostos apresentaram transições típicas, porém, em nenhum dos 
casos testados observou-se reversibilidade do processo, mostrando 
assim que os sistemas DNA + compostos passam por uma transição 
térmica irreversível. Também se pode dizer que a adição de qualquer 
um dos compostos aumentou o Tm do DNA controle, podendo-se 
concluir-se que as moléculas-teste estabilizam a forma enovelada do 
DNA, como se pode observar no seguinte esquema:
(F)- fold - dobrada, enovelada ou estado ordenado
(U) - unfold - desdobrada, desenovelada ou estado desordenado 
L - Ligante (compostos 1, 2 e 3)
DNA(F) → DNA(U) Transição de um estado ordenado para um 
desordenado
DNA(F) + L → DNA(F) - L Aumento no Tm
DNA(U) +L → DNA(U) - L Diminuição do Tm
Observa-se que o composto que interagiu melhor com o DNA, 
estabilizando melhor sua forma nativa (ordenada) foi o di-haleto 1, 
pois apresentou um maior ΔTm (diferença da temperatura de dese-
novelamento do DNA e da temperatura do desenovelamento do DNA 
com o composto em estudo) em comparação com as outras moléculas, 
destacando-se que o composto derivado da mecloretamina 3 foi o que 
apresentou maior interação entre os derivados biscatiônicos estuda-
dos. Adicionalmente, pode-se investigar o índice de cooperatividade 
da transição entre estados nativos e desenovelados do DNA e DNA + 
ligantes, pois este índice reflete qualitativamente a variação do ΔHvH 
durante a transição do estado enovelado e desenovelado do DNA e 
DNA + ligante; quanto maior for o valor ΔT(1/2H), menor será o 
índice de cooperatividade. Analogamente, como esperado e observado 
na Tabela 1, o composto que associado ao DNA fez a transição tér-
mica ficar mais cooperativa foi o di-haleto 1, seguido do derivado 3.
A partir da análise dos valores de Tm e do índice de cooperativi-
dade, conclui-se que o derivado 1 apresenta, termodinamicamente, o 
melhor perfil de ligação ao DNA. Devido ao fato do efeito entrópico 
ser dominante, provavelmente a força motriz da interação está associa-
da ao efeito de dessolvatação do ligante e do DNA (ambos carregados) 
durante a interação. A variação de Tm observada (entre 7-13 oC) indica 
que os complexos são formados com o DNA por interações fortes e 
provocam alterações na estrutura terciária do polímero, embora em 
grau menor, analogamente ao Berenil que é o composto utilizado 
como referência nesse estudo.23 De fato, estes dados de variação de 
Tm são similares ao esperado para forte interação eletrostática de 
ligantes biscatiônicos com DNA.37-40 
Estudo eletroquímico com eletrodo modificado de dsDNA
Em 1993, Millani e Mikkelsen introduziram o conceito de 
biossensor eletroquímico com DNA hibridizado.41Atualmente, os 
eletrodos modificados com DNA, que podem ser até chamados em 
alguns casos de biossensores de DNA, têm sido utilizados em diver-
sas aplicações, tais como, testes de água, comida, solo, amostras de 
plantas com analitos (carcinogênicos e poluentes mutagênicos).42,43 
Os biossensores aplicáveis no reconhecimento de ácidos nucleicos 
foram desenvolvidos com o objetivo de se efetuar testes rápidos, 
simples e de baixo custo para diagnóstico preciso de agentes infec-
ciosos em vários ambientes, para monitorar diretamente sequências 
de hibridizações específicas, ou por intercaladores que complexam 
as bases nitrogenadas do DNA.42,43-48
Os biossensores são dispositivos simples, porém rápidos e preci-
sos, dotados de um componente biológico - geralmente uma enzima 
- reconhecedor de íons ou moléculas através de reações químicas. 
Cada tipo de biossensor reconhece uma espécie química, permitindo 
afirmar se a substância em questão está presente ou não e qual a sua 
concentração. O sensor baseia-se na imobilização de oligonucleotíde-
os e emprega métodos eletroquímicos altamente sensíveis (voltametria 
cíclica, de pulso diferencial, de onda quadrada etc).42,44,45 Quando as 
interações do agente em estudo com a macromolécula de DNA não 
são específicas, é preferível empregar os termos eletrodos modificados 
de dsDNA ou ssDNA. 
O eletrodo modificado de dsDNA é uma ferramenta valiosa na 
observação qualitativa da interação DNA/fármacos e compostos 
tóxicos. Nossos estudos eletroquímicos com os compostos bisca-
tiônicos bis-S-tioureído foram realizados em eletrodo modificado 
de dsDNA, com o intuito de avaliar a diferença de comportamento 
Tabela 1. Dados dos valores de ΔTm e de ΔT(1/2H) obtidos dos termogramas 
da interação entre os compostos estudados e do DNA
Moléculas ΔTm ΔT(1/2H)*
DNA - 1.8
DNA + 1 16,4 0.8
DNA + 2 5,8 1.0
DNA + 3 7,9 2.0
DNA + padrão 6,6 0.5
*ΔT(1/2H)= diferença de temperatura (oC) na altura média do pico de tran-
sição do termograma.
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entre os derivados S-tioureído contendo o grupo sulfeto (2), bioisos-
tericamente modificado para N-Me (3), e o correspondente di-haleto 
do S-tioureído (1). Um estudo preliminar do composto 2, no meio 
trabalhado (pH = 4,5) apresentou um pico de oxidação em Ep = 0,989 
V vs. Ag/AgCl,Cl- 0,1 mol L-1 e eletrodo de carbono vítreo, enquanto 
o eletrodo modificado de dsDNA (fita dupla) é caracterizado pela 
ausência de picos de oxidação, devido às bases estarem protegidas 
por ligações de hidrogênio, dificultando a sua oxidação. Quando o 
eletrodo modificado foi colocado no eletrólito de suporte contendo o 
derivado S-tioureído 2, pôde-se perceber, após 24 h de contato, que 
o pico de oxidação foi deslocado para valores de potencial menos 
positivos (Ep = 0,880 V) (Figura 5). Esse resultado demonstra que 
o DNA não sofreu qualquer degradação, mas, que ocorreu interação 
com o DNA, provavelmente eletrostática, pela atração entre os grupos 
fosfatos do DNA negativamente carregados e os grupos catiônicos 
dos grupos S-tioureído de 2.
O derivado 3 apresentou inicialmente no meio trabalhado (pH = 
4,5) um pico de oxidação em Ep = 1,234 V vs. Ag/AgCl,Cl- 0,1mol 
L-1, em eletrodo de carbono vítreo. Quando o eletrodo modificado 
foi imerso no eletrólito de suporte contendo 3, observou-se após 24 
h de contato, Figura 5, uma mudança do comportamento voltamé-
trico. Houve o aparecimento do sinal de oxidação das nucleobases 
guanina (≈ 0,8 V) e adenina (≈ 1,0 V), devido à interação com o 
derivado amidínico 3, e dois picos de oxidação do próprio derivado 
amidínico. Isto demonstra que 3 interage com o dsDNA, promovendo 
uma mudança conformacional da fita dupla com maior exposição 
das bases, que podem ser mais facilmente oxidadas na superfície do 
eletrodo. Estudou-se, também, o comportamento do correspondente 
tio-di-haleto 1 frente ao DNA, utilizando-se o eletrodo modificado. 
Observou-se que o derivado di-haleto 1 nas mesmas condições (pH 
= 4,5, eletrodo de referência Ag/AgCl,Cl- 0,1 mol L-1 e eletrodo de 
carbono vítreo) não apresentou qualquer pico de oxidação. Após 24 
h de contato do di-haleto 1 com o eletrodo modificado de dsDNA, 
pôde-se perceber o aparecimento de picos de oxidação nos poten-
ciais: +0,765 e +1,076 V (Figura 5). Esses picos são característicos 
da oxidação das nucleobases guanina (≈ 0,8 V) e adenina (≈ 1,0 V), 
respectivamente, o que demonstra que 1 interage com a molécula do 
DNA, provocando mudança conformacional do dsDNA e/ou abertura 
das fitas. Como esperado o composto 1 , um di-haleto de alquila, 
revela-se mais eletrofílico.
CONCLUSÕES
Os dois compostos planejados, derivados bis-S-tioureído subs-
tituídos 2 e 3, como novos potenciais agentes antineoplásicos, apre-
sentam interação eletrostática com o DNA mas, de acordo com os 
resultados obtidos com a técnica de ITC, a interação é mais eficiente 
com o derivado N-metilamino-bis-tioureído 3. Isto deve ocorrer, 
provavelmente, pelo fato de que no composto 3 há menor distância 
entre os grupos biscatiônicos S-tioureídos responsáveis pela interação 
eletrostática com o DNA, levando a uma interação mais eficiente, 
como na mecloretamina. A técnica de calorimetria diferencial de 
varredura (DSC) foi utilizada na investigação preliminar da possível 
interação dos compostos sintetizados com o DNA e para confirmar 
que a interação com o DNA mais forte é a do di-haleto 1, mas que os 
derivados biscatiônicos 2 e 3 apresentam interações com o DNA com-
paráveis (sulfeto 2) ao composto conhecido como padrão, o Berenil, 
ou ainda melhores que o padrão (derivado amino 3). A metodologia 
de titulação calorimétrica isotérmica (ITC) mostrou-se confiável e 
reprodutível para a avaliação da interação efetiva com o DNA e a 
técnica de eletrodo modificado/biossensor de DNA foi importante e 
complementar, permitindo, com isto, uma compreensão mais ampla 
e profunda do mecanismo de interação com o DNA. Pode-se concluir 
também que os novos derivados biscatiônicos-α,ω-funcionalizados 
por grupos S-tioureídos 2 (sulfeto) e 3 (N-metilamino) apresentam 
interações eletrostáticas com o DNA e que o derivado di-haleto 1 
apresenta interação eletrofílica com o DNA, um agente alquilante 
que deve provocar a degradação do DNA. Desta forma, comprovou-
-se a grande potencialidade e possível aplicação farmacológica dos 
compostos biscatiônicos, em especial do derivado 3, análogo da 
mecloretamina, como novos agentes antineoplásicos. Estudos comple-
mentares da atividade antineoplásica vêm sendo feitos e os resultados 
promissores levaram ao patenteamento de todos estes compostos.49
MATERIAL SUPLEMENTAR
As Figuras 1S a 3S estão disponíveis em http://quimicanova.sbq.
org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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Figura 1S. Estruturas de mostardas nitrogenadas mistas: a) tipo espermidina-clorambucil; b) intercalante-clorambucil
da Silva et al.S2 Quim. Nova
Figura 2S. Estruturas do berenil, Hoechest 33258, netropsina e distamicina
Figura 3S. Dados de ITC: titulação dos derivados amidínicos 2 e 3 com o dodecâmero do DNA; cada pico associado ao calor de injeção corresponde a uma 
única injeção com os calores de injeção corrigidos pela subtração das diluições; gráficos inferiores: as injeções corrigidas são analisadas junto com as taxas 
molares; gráficos superiores: dados experimentais dos calores de injeção
